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1. Aufgabenstellung/wissenschaftlichen und technischen Stand
Die Aufbereitung der Patientenumgebung im medizinischen Einrichtungen wie Krankenhdusern

erfordert hochste Hygienestandards. Ein entscheidender Schritt im Prozess der Aufbereitung ist die
Desinfektion, bei der es darum geht, Krankheitserreger sicher zu eliminieren. Alle angewendeten
Verfahren missen dies gewahrleisten. Unterschiede bestehen hauptsachlich in den erforderlichen
Prozessen wie Dokumentation und Validierung sowie in den wirtschaftlichen Aspekten, etwa dem

hohen Personalaufwand bei manuellen Methoden.

Angesichts des globalen Anstiegs von Krankenhausinfektionen durch multiresistente Erreger und der
steigenden Belastung der Krankenhduser durch kiirzere Aufenthaltszeiten gewinnen effiziente,
validierbare Desinfektionsverfahren zunehmend an Bedeutung. Insbesondere die Uberlebensfihigkeit

dieser Erreger in unbelebten Umgebungen stellt eine groRe Herausforderung dar.

Im Verbundprojekt ,,3DecontaminAid“ war die Entwicklung eines modularen Systems zur Desinfektion
der unmittelbaren Patientenumgebung (Patientenzimmer) geplant. Dabei sollte eine autonome
Plattform mit einem Roboterarm und einem UV- C Desinfektionsmodul kombiniert werden. Mit
diesem modularen System sollten Oberflachen effizient und materialschonend zu dekontaminieren,
ohne das menschliche Unterstlitzung bendtigt wird. Um dies zu ermdoglichen sollte eine intelligente

3D-Szenen- und Objekterkennung integriert werden.

Ablauf des Vorhabens

Im ersten Arbeitspaket (AP 1) des Verbundprojekts ,3DecontaminAid“ wurden die technologischen
Grundlagen fir ein multimodales 3D-Sensorsystem zur automatisierten Desinfektion in
Krankenhausumgebungen erarbeitet. In diesem Arbeitspaket wurden krankenhaushygienisch-
relevante Flachen in der patientennahen Umgebung fir die automatisierte Desinfektion
herausgearbeitet und technische Detail den Projektpartner Gbermittelt. Dabei wurde herausgearbeitet
das der Roboter als Desinfektionseinheit fiir stark frequentierte Oberflichen wie Lichtschalter,
Turklinken und Bettrahmen dient. Fir die am HKI durchzufiihrenden mikrobiologischen
Untersuchungen wurden spezifische Erreger aus unserer klinischen Erfahrung heraus definiert, welche

hinsichtlich ihrer UV-C Sensitivitdt untersucht werden sollten.

Im sechsten Arbeitspaket (AP 6) lag der Fokus auf der Systemintegration und der Entwicklung eines
Demonstrationsmodells. Dazu wurde ein Modellzimmer am Universitatsklinikum Jena (UKJ)
eingerichtet, das typische Bestandteile eines Patientenzimmers enthielt, wie Bett, Infusionsstdnder,
Beistelltisch, Multimediaeinheit, Tisch, Stuhl, Telefon und einen Nassbereich. Dieses Testraum-

Szenario stand allen Projektpartnern fiir Tests zur Verfligung. Eine Erprobung der Sensorik,
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Steuerungssoftware, des Designs des Roboterarms sowie der Strahlungsquelle sollte hier unter realen

Bedingungen erfolgen.

Im abschlieBenden Arbeitspaket (AP 9) wurde das System im klinischen Alltag erprobt. Dazu wurde das
finale Demonstrationsmodell unter realen Bedingungen im Patientenumfeld am UKJ getestet. Damit
konnte innerhalb der dreijahrigen Projektlaufzeit erfolgreich ein System zur automatisierten
Dekontamination mit UV-C-Strahlung entwickelt, getestet und fiir den Einsatz in klinischen

Umgebungen optimiert werden.

Wesentliche Ergebnisse

Der geplante Roboter kann nur eingeschrankt Flachen desinfizieren, da er keine Mébel oder

Schranktliren bewegen kann.

e Im Anwendungsfall "Patientenzimmer" dient der Roboter als Desinfektionstool nach der
manuellen Vorreinigung.

e Durch unsere Zu- und Vorabreiten konnte ein 3D Modell des Patientenzimmers und der zu
desinfizierenden Gegenstande erstellt werden.

e Zudem wurde ein Verfahren zur Testung der Desinfektionsleistung des Roboters im
Patientenzimmer entwickelt, das nun fiir die Anwendung im Patientenzimmer bereitsteht.

e Darlber hinaus wurden weitere Anwendungsfille im klinischen Umfeld untersucht.

e Die Funktionalitdt und Bedienungsanleitung des Demonstrationsmodells wurde fertiggestellt.

e Das Gerat wurde soweit finalisiert, dass wir das Gerat im klinischen Umfeld testen konnten.

e Dazu wurden mikrobiologische und molekularbiologische Untersuchungsmethoden
eingesetzt.

e Eine Desinfektionsleitung (5-log Stufen Reduktion) konnte nicht belegt werden.

e UV-C-LED-Bestrahlung ist eine  wirksame Methode zur Inaktivierung von

Antibiotikaresistenzgenen auf mobilen Elementen wie Plasmiden. Die Effektivitat ist jedoch

stark von der verabreichten UV-C-Dosis abhangig. Hohere Dosen fiihren zu starkeren DNA-

Schaden, wodurch die Funktionalitat der Plasmide vollstandig inaktiviert werden kann.
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Beschreibung des Arbeitsplans und erzielte Ergebnisse

Im Folgenden wird auf Arbeitspakete eingegangen in denen die Zuwendungsempfanger involviert
waren. Die Nummerierung der einzelnen Arbeitspakete orientiert sich an der Gesamtvorhabensbe-
schreibung, deshalb kénnen in der Nummerierung Liicken entstehen, die sich aus dem Gesamtkontext

ergeben.

AP 1: Desinfektion: zu testende Keime, Oberflachen, Geometrien, Methodik

Ergebnisse:

Eine Videodokumentation der manuellen Endreinigung eines Zimmers am Universitatsklinikum Jena
(UKJ) zeigte, dass auch schwer zugangliche Oberflachen wie Schrankinnenrdume und Telefonhérer
vom Reinigungsteam bearbeitet werden missen. Diese Bereiche konnen vom geplanten Roboter
aufgrund der Unmaoglichkeit, Gegenstdande anzuheben oder zu 6ffnen, nicht erreicht werden. Daher ist
eine manuelle Vorreinigung des Zimmers, einschlieRlich Scheuerwischdesinfektion, erforderlich, bevor

der Roboter zur zusatzlichen Reinigung eingesetzt wird.

Die vollstandige UV-C-Bestrahlung des gesamten Zimmers ist zeitlich nicht machbar und sinnvoll.
Daher konzentriert sich der Einsatz des Roboters auf stark frequentierte Flachen und Gegenstande,
wie Lichtschalter, Tirklinken, Bettgestell-Handldufe, Infusionsstinder, Beistelltisch, Schrankgriffe,

Multimediaeinheit, Tisch, Telefon und Stuhl.

Da die Raumgeometrien in deutschen Kliniken variieren, sollte der Roboter moglichst kompakt, aber
maximal 1 Meter grol sein, um in die Zimmer zu passen. Fir die Labortests des UV-C-Demonstrators
wurden spezifische Fokuserreger ausgewadhlt, darunter Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas fluorescens, Enterococcus faecium, Bacillus subtilis und Geobacillus stearothermophilus.

Zusatzlich wurden Gesprache mit Hygiene- und Reinigungspersonal durchgefiihrt, um soziotechnische

Ansatze zur praktischen Umsetzung des Systems zu entwickeln.

AP 6: Erstellung eines definierten Modellzimmer-Szenarios
Ergebnisse:

Am Universitatsklinikum Jena (UKJ) wurde ein Modellzimmer eingerichtet, das mit einem Bett,
Infusionsstander, Beistelltisch, Multimediaeinheit, Tisch, Stuhl, Telefon und einem Nassbereich

ausgestattet ist.
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Abbildung: Modellzimmer zur Testung des Roboters

Dieser Testraum im Modellpatientenzimmer stand allen Projektpartnern zur Verfligung.

Die Testung der Sensorik, Steuerungssoftware, des Designs des Roboterarms und der

Strahlungsquelle konnten somit unter realen Bedingungen durchgefiihrt werden.

Zusammen mit dem Projektpartner Fraunhofer IOF wurde der Raum vermessen, wodurch eine
dreidimensionale Darstellung erstellt werden konnte. Dies ermdglichte die genaue Definition der

Standorte und Geometrie der Objekte, die vom UV-C Demonstrator bestrahlt werden sollen.

Fir die mikrobiologische Testung des UV-C Demonstrators im Patientenzimmer wurde ein Verfahren
entwickelt, um die Wirksamkeit der UV-C-Strahlung gegeniliber Mikroorganismen vor Ort zu prifen.
Hierflr werden speziell angefertigte Testoberflachen verwendet, um den Desinfektionseffekt zu
messen. Das Verfahren wurde erfolgreich im Labor des UKJ getestet und validiert. Aufgrund von
Lieferschwierigkeiten beim Aufbau des Roboters verzogern sich jedoch die Tests im

Patientenzimmer.

AP 9: Testung der ,3Decontamin-Aid“- Desinfektionsrobotorplattform im klinischen

Setting

Ergebnisse:

Im Rahmen dieses Arbeitspakets wurden weitere potenzielle Einsatzgebiete des Roboters in der
klinischen Umgebung erortert. Dazu fand ein Treffen mit der Leitung der Krankenhausapotheke und
dem Projektpartner GITTA statt, um den moglichen Einsatz des Roboters in der Herstellung und

Verblisterung von Medikamenten zu diskutieren. Die Apothekenmitarbeiter sehen derzeit jedoch
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keinen Bedarf fiir den Roboter, da die manuelle Reinigung pharmazeutischer Riickstande bereits einen

desinfizierenden Effekt hat und somit der Einsatz eines Desinfektionsroboters lberflissig erscheint.

Dartiber hinaus wurde gemeinsam mit GITTA ein Anwendergesprach mit Hygienefachkraften und
Reinigungspersonal gefiihrt, um soziotechnische Ansdtze zur praktischen Umsetzung des Systems zu
erarbeiten. Wahrend der Projekttreffen wurden zudem krankenhaushygienische und
sicherheitsrelevante Empfehlungen besprochen, um den Einsatz des Roboters im klinischen Umfeld zu

ermoglichen.

In einem Workshop innerhalb des Arbeitspaketes haben wir als klinischer Partner unser Fachwissen zu
alternativen Anwendungsfillen eingebracht. Auf Grundlage dieses Treffens wurden die

Bedienungsanleitung sowie die erforderlichen Funktionalitdten fiir das Gerat erarbeitet.

AulRerdem fand ein Treffen aller Projektpartner am UKJ statt, bei dem der Demonstrator in einer realen
klinischen Umgebung getestet wurde. Vor diesem Termin war eine enge Abstimmung mit dem IOF

erforderlich, um die Raumgeometrie und die Geometrie der Testobjekte zu koordinieren.

Abbildung: Testung des Gerates unter realen Bedingungen auf Intensivstation.

Mikrobiologische Untersuchungen
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Fir das Treffen stellten wir ein Zimmer einer Intensivstation zur Verfiigung. In diesem Raum wurden
an festgelegten Fokusobjekten Keimtrager platziert. Unter anderem wurden folgende Objekte
bestrahlt und untersucht: die Tirklinken auf beiden Seiten der zweifliigeligen Eingangstiir, der
Vierfach-Lichtschalter, die TV-Fernbedienung sowie das Bedienpanel am bereitgestellten
Patientenbett. Die Testtrager wurden sowohl vor als auch nach der Bestrahlung durch den
Demonstrator auf ihre Bakterienanzahl untersucht. Dabei konnte bei den verschiedenen Objekten eine

Reduktion der Bakterienzahl um 3,1 bis 4,6 Log-Stufen nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse sind insgesamt positiv zu bewerten, da die Testtrager mit Belastungssubstanzen wie
0,6% Rinderalbumin, 1,0% Mucin und 3,0% Maisstarke angereichert waren, was die Effizienz der UV-
C-Strahlung erheblich reduzierte. Aufgrund dieser erschwerten Bedingungen konnte das angestrebte
Desinfektionsziel einer 5-log-Stufen-Reduktion nicht vollstdndig erreicht werden. Was bei den
Bestrahlungen vor Ort deutlich wurde waren die langen Bestrahlungszeiten die durch das Gerat

bendtigt wurden.

Molekularbiologischen Testungen

Die Proben wurden zuséatzlich molekularbiologisch untersucht. Dabei wurden die Bakterienproben vor
und nach der Bestrahlung einer Ganzgenomsequenzierung unterzogen. Die Bakterienklone wiesen
sowohl vor als auch nach der UV-C-Bestrahlung eine hohe genetische Ubereinstimmung auf. Es
konnten nur einzelne Single-Nucleotide-Polymorphismen (SNPs) nachgewiesen werden, die jedoch

keiner spezifischen Veranderung von Gensequenzen zugeordnet werden konnten.

Im Rahmen des Projekts wurde die UV-C LED-Bestrahlung als Methode zur Inaktivierung von mobilen
genetischen Elementen wie Plasmiden untersucht, die Antibiotikaresistenz-Genen tragen. Zwei
artifizielle Plasmide mit Antibiotikaresistenz-Genen, TOPO (4,3 kbp) und pUC19 (2,6 kbp), wurden mit
UV-C-Dosen von 150, 1.500 und 15.000 J/m? bestrahlt. AnschlieRend wurden die DNA-Funktionalitat
und -Integritdt mittels DNA-Konzentrationsmessung, Transformationsassay und Gel-Elektrophorese
analysiert. Die Konzentrationsmessung ergab eine dosisabhdngige Reduktion der DNA-Menge. Bei der
niedrigsten Dosis von 150 J/m? gab es keine signifikante Verdnderung der DNA-Konzentration.
Hingegen fihrten héhere Dosen von 1.500 und 15.000 J/m? zu einer deutlichen Abnahme der
messbaren doppelstrangigen DNA-Konzentration, wobei die Reduktion bei der héchsten Dosis am

ausgepragtesten war (siehe Abbildung 1).
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Abbildung: Effekte der UV-C-Bestrahlung auf die DNA-Konzentration. Prozentuale Reduktion der DNA-Konzentration fir die Plasmide TOPO
und pUC19 nach verschiedenen UV-C-Dosen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Alle Experimente wurden unabhangig voneinander
dreimal wiederholt, wobei jede Durchfiihrung in Duplikaten erfolgte. Mittelwerte mit Standardabweichung (SD) werden angegeben. ,ns”
zeigt keinen signifikanten Unterschied an; *p < 0,05, ****p < 0,0001 im Vergleich zur Kontrolle.

Der Transformationsassay basiert auf dem Prinzip, dass funktionale Plasmid-DNA nach der Bestrahlung
in kompetente Bakterienzellen eingefiihrt wird, die nur dann wachsen kénnen, wenn das Plasmid
intakt und in der Lage ist, seine Antibiotikaresistenzgene zu exprimieren, wodurch die
Transformationseffizienz gemessen werden kann. Die Ergebnisse der Transformation zeigten deutliche
Unterschiede zwischen den beiden Plasmiden. Das kleinere Plasmid pUC19 (2,6 kbp) war
widerstandsfahiger gegeniiber UV-C-Bestrahlung als das grofRere TOPO-Plasmid (4,3 kbp). ei einer
Dosis von 1.500 J/m? wies pUC19 noch eine messbare Transformationseffizienz auf, wahrend das
TOPO-Plasmid bereits vollstindig inaktiviert war. Bei 15.000 J/m? waren beide Plasmide vollstindig
inaktiviert, aber insgesamt reagierte das groRere TOPO-Plasmid sensitiver auf die UV-C-Bestrahlung
als pUC19. Die entsprechenden Ergebnisse fiir pUC19 sind in Abbildung 2C und fiir TOPO in Abbildung
2B dargestellt.

[A] TOPO plasmid pUC19 plasmid
% %k %k * %k kk

g 10 _
= < 100 *x
2 1054 - a 1
o 2 107
¥ 105 ]
= o 103_
2 X
:g 104+ g 1054 —
= 2
ﬁ 103 %‘ 104
2 102 2 1034
g K

w 2.
& 101 g 10
2 £ 1001
£ 100- 2
= o 0.

0 150 1.500  15.000 £ 10
0 150 1.500 15.000

UV-C Dosis [JIm?] T
0SIS 'm

Abbildung: Effekte der UV-C-Bestrahlung auf die Transformationseffizienz der TOPO- und pUC19-Plasmide. A)

Transformationseffizienz des TOPO-Plasmids in DH5a-Zellen nach UV-C-Bestrahlung. B) Transformationseffizienz des pUC19-
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Plasmids in DH5a-Zellen nach UV-C-Bestrahlung. Alle Experimente wurden unabhangig voneinander dreimal wiederholt,
wobei jede Durchfiihrung in Duplikaten erfolgte. Die Mittelwerte mit Standardabweichung (SD) sind dargestellt mit **p <

0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 im Vergleich zur Kontrolle.

Die Gel-Elektrophorese ergab UV-C-dosisabhdngige strukturelle Veranderungen der Plasmide TOPO
(4,3 kbp) und pUC19 (2,6 kbp). Im Normalzustand liegt die Plasmid-DNA hauptséchlich in der
supercoiled Form vor, was ihre natiirliche Konformation ist. Bei hoheren UV-C-Dosen, insbesondere
bei 15.000 J/m?, zeigte das TOPO-Plasmid eine deutliche Verschiebung von der supercoiled Form zur
linearisierten und nicked Form, was auf schwerwiegende DNA-Schdden hindeutet. Bei pUC19 war
dieser Effekt weniger ausgeprégt, insbesondere bei einer Dosis von 1.500 J/m?, wo noch eine gréRere

Menge der DNA in der supercoiled Form erhalten blieb.

Der Unterschied in der Sensitivitdit zwischen den Plasmiden, insbesondere die groRRere
Widerstandsfahigkeit von pUC19 im Vergleich zu TOPO, war bereits in den anderen Analysen, wie der
DNA-Konzentrationsmessung und der Transformationseffizienz, sichtbar. Die Gel-Ergebnisse
bestatigen diese Beobachtungen und zeigen, dass das TOPO-Plasmid sensitiver gegeniliber UV-C-

induzierten DNA-Schaden ist, wahrend das kleinere pUC19 widerstandsfahiger bleibt.

'
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Abbildung: DNA-Agarose-Gelelektrophorese der TOPO- und pUC19-Plasmide nach UV-C-Bestrahlung. Ein 1%-Agarosegel
wurde verwendet, um unbehandelte, linearisierte und UV-C-bestrahlte Plasmide zu trennen. Bahn 1: DNA-Leiter (10 kb), Bahn
2: unbehandeltes TOPO-Plasmid, Bahn 3: TOPO-Plasmid, linearisiert mit Xbal, Bahn 4: TOPO-Plasmid, linearisiert mit Xbal und
bestrahlt mit 15.000 J/m? nach der Linearisation, Bahnen 5—7: TOPO-Plasmide, bestrahlt mit 15.000 J/m?, 1.500 J/m? und 150
J/m2. Bahn 8: unbehandeltes pUC19-Plasmid, Bahn 9: pUC19-Plasmid, linearisiert mit Xbal, Bahn 10: pUC19-Plasmid,
linearisiert mit Xbal und bestrahlt mit 15.000 J/m2. Bahnen 11-13: pUC19-Plasmide, bestrahlt mit 15.000 J/m?, 1.500 J/m?

und 150 J/m?. Banden, die den supercoiled, nicked und linearen Formen entsprechen, sind beschrieben, aber nicht markiert.

Die Untersuchungen bestatigen, dass UV-C LED-Bestrahlung eine effektive Methode zur Inaktivierung

von Antibiotikaresistenz-Genen darstellt. Die Wirksamkeit hangt jedoch stark von der UV-C-Dosis ab,
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wobei hohere Dosen die DNA starker schadigen und die Funktionalitdt der Plasmide vollstandig

inaktivieren kdnnen.

Meilensteine und Verwertungen

Meilenstein 1 wurde im ersten Quartal 2021 erreicht und markierte das Ende der
Konzeptionierungsphase. In dieser Phase wurden die Anforderungen an die 3D-Sensorik definiert und

sechs Mikroorganismen fiir die Tests ausgewahlt.

Meilenstein 2, die Evaluierung des ersten Demonstrators, wurde am 23. Mai 2022 erreicht. Da alle
technischen Zielparameter erreicht oder lbertroffen wurden und erste Ergebnisse zur multimodalen
Datenauswertung in einem Krankenhaus-Modellzimmer erfolgreich demonstriert werden konnten,

wurde Meilenstein 2 als erreicht angesehen.

Meilenstein 3, die Evaluierung des optimierten Demonstrators, wurde am 18. August 2023
abgeschlossen. Das verbesserte Sensorsystem mit automatischer Datenerfassung und -auswertung
wurde erstmals unter realen Bedingungen getestet, einschlieRlich eines erfolgreichen Dauerbetriebs
von etwa 8 Stunden. Nach weiteren Tests und Anpassungen wurde der finale Demonstrator am UK
unter realen Bedingungen getestet. Verschiedene Dekontaminationsvorgange konnten auf

Intensivstation erfolgreich durchgefiihrt und untersucht werden.

Die gewonnenen Erkenntnisse aus der Grundlagenforschung, wie die Notwendigkeit einer

Vorreinigung und die Einflussparameter, konnen fiir nachfolgende Projekte genutzt werden.

Veroffentlichungen

Geplante Veroffentlichung: Investigation of UV-C LED Irradiation for the Inactivation of mobile genetic

elements

Abschlussarbeiten

Das Projekt ist Bestandteil des Promotionsthemas von Frau H. Diring am Universitatsklinikum Jena

zur Erlangung des Doktorgrades doctor rerum naturalium.
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